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Sumario: O cancer de pulmé&o é o mais comum dentre os tumores malignos e o que mais leva
a Obito. Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), 27.330 novos casos estdo previstos
para o ano de 2014, sendo 16.400 em homens e 10.930 em mulheres. O INCA também afirma
que a incidéncia mundial desse tipo de cancer aumenta 2% a cada ano e que a sobrevida
média em cinco anos varia entre 7 e 10% nos paises em desenvolvimento (INCA, 2014).
Dentre os principais fatores de risco associado ao desenvolvimento da neoplasia pulmonar, os
carcindgenos presentes na fumaca do tabaco sdo responsaveis por cerca de 80% dos casos,
n&o se sabe qual a etiologia dos outros 15% a 25%. A investigacao da(s) causa(s) do cancer de
pulmdo em ndo fumantes é de extrema importancia para o desenvolvimento de terapias
especificas, visto que o perfil molecular dos tumores em pacientes que nunca fumaram difere
daquele de pacientes fumantes. Embora alguns estudos apontem o Papilomavirus Humano
(HPV) como a segunda causa dessa doenca (atrds do tabaco), a participacdo desse virus no
desenvolvimento desse tipo de cancer ainda € incerta. Estudos recentes mostraram, entretanto,
que o HPV pode ter um papel relevante na etiologia e progressao do cancer de pulmao através
da atividade das oncoproteinas E6 e E7. Além disso, entre 0s mecanismos carcinogénicos
associados a esse tipo de cancer haveria uma relacdo entre as oncoproteinas do HPV e
superexpressdo das endopeptidases denominadas metaloproteinase de matriz (MMPs).

Palavras—chave: imunohistoquimica, metaloproteinases, neoplasia pulmonar, Papilomavirus
Humano.

INTRODUCAO
Aproximadamente 85% dos casos de cancer de pulmdo sdo causados por carcinGgenos
presentes na fumaca do tabaco, enquanto os outros 15-25% dos casos ocorrem em pessoas que
nunca fumaram (menos de 100 cigarros durante a vida) ). Uma meta-analise recente, de 27
estudos de corte transversal publicados entre 1989 e 2012, evidenciou grande variabilidade na
prevaléncia do DNA do HPV nos canceres de pulmdo. Nas Ameéricas Central e do Sul, a
prevaléncia foi de 21,9%. Porém, na Asia, na América do Norte e na Europa, foi de 4,6, 3,8 e
3,0%, respectivamente ”. O Papilomavirus humano (HPV) consiste em um virus ndo
envelopado de dupla molécula de DNA circular com aproximadamente 8 Kb de pares de
bases dividido em trés regides: regido dos genes de expressdo precoce (do inglés E “early’’),
regido dos genes de expressao tardia (do inglés “late’’) e a Longa Regido de Controle (LCR).
Dos genotipos de alto risco, 0 HPV16, HPV18, HPV31 e HPV33 estdo associados com mais
de 90% de todos 0s casos de lesGes pré-cancerosas e lesdes malignas da cérvice uterina ©%.
Os primeiros estudos sugerindo uma relacdo entre infeccdo por HPV e canceres de pulméo
datam da década de 1980, quando foram descritas alteracdes epiteliais em carcinomas de
brénquios que se assemelhavam aquelas causadas por HPV®. Desde entdo o DNA do HPV
em cancer de pulméo foi detectado em vérias partes do mundo: Asia, América, Austrélia e
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Europa, com incidéncia média de 24,5%. Entretanto, os resultados desses estudos se
mostraram altamente heterogéneos, com uma incidéncia global variando entre 0 e 78,3% dos
casos analisados®.

Dentre os tipos de HPV mais prevalentes verificados em céancer de pulméo estdo os
tipos HPV 16, 18, 31, 33, 6 e 11°7.

O provavel mecanismo pelo qual o HPV promove a progressdo de carcinomas de
pulmdo ndo € totalmente conhecido. Estudos recentes mostraram, entretanto, que a
oncoproteina viral E6 do HPV-16 é capaz de promover angiogénese e metastases através do

al(Jgnento da expressdo de diversos fatores em células tumorais, entre eles HIF1-a, VEGF e IL-
8%,

MATERIAIS E METODOS

Foram selecionados para esse estudo pacientes com cancer de pulmdo e outras
tumores pulmonares do setor de pneumologia do Hospital Universitario Oswaldo Cruz
(HUOC), num total de 52 pacientes.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa/Centro de
Ciéncias da Saude/Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) sob o CAAE no.
06396812.0.0000.5208, obedecendo integralmente os principios éticos estabelecidos na
resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saide (CNS).

As amostras foram obtidas através de material de arquivo utilizado na rotina de
diagnostico histopatoldgico, ou seja, blocos de parafina de bidpsias cirdrgicas com porcoes
representativas do tumor.

A extracdo do DNA foi feita através do kit de extracdo GenominPrep Blood DNA
isolation (Ameshan Bioscience), seguindo as instrugcdes do fabricante.

O DNA do HPV foi detectado através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) convencional, com a utilizacdo dos primers consenso e degenerados MY09/MY11,
como descrito por Kay et al. (2002). Em seguida as amostras foram tipificadas através do
sequenciamento utilizando primers para os HPV 6, 11, 16, 18, 31 e 33.

A imunohistoquimica para MMP-2 e da MMP-9 foi realizada em espécimes colhidas
para biopsias e emblocadas em parafina, as quais foram utilizadas para o diagndstico
histopatolégico, contendo representativas por¢oes do tumor. Foram realizados cortes de 4um
de espessura em material parafinado. As amostras foram desparafinadas em xilol e reidratadas
e, posteriormente foi realizada a recuperacdo antigénica a 100°C na panela de pressao elétrica.
As laminas foram resfriadas a temperatura ambiente e a peroxidase enddgena foi bloqueada
por 30 minutos na solu¢do blogueadora de peroxidase. Apoés resfriadas, as laminas foram
incubadas por 2 horas a 37°C com anticorpo monoclonal contra a proteina MMP-2 (anti-
MMP-2) na dilui¢do de 1:400(Ac: 3 microlitros, PBS-BSA — 1.197 microlitros), anti-MMP-9
também na diluicdo de 1:200(Ac: 5 microlitros, PBS-BSA — 995 microlitros), e em seguida
lavadas com tampdo fosfato (PBS), posteriormente as amostras foram incubadas com o
anticorpo secundario(ADVANCE ™ HRP LINK) por 20 minutos e novamente lavadas com
tampdo fosfato(PBS). Novamente as laminas foram incubadas com anticorpo
terciariofADVANCE ™ HRP ENZIME) por 20 minutos em temperatura ambiente e
novamente lavadas com tampéo fosfato PBS, logo em seguida, as laminas foram incubadas
com a solucdo cromogena de diaminobenzidina (DAB), lavadas em agua, contra-coradas em
hematoxilina Harris, desidratadas e montadas. A analise da reatividade foi feita através do
nacleo e citoplasma das células epiteliais, utilizando-se a caracterizagdo de “reativo” e “néo-
reativo”, foi avaliada também a localizagado (citoplasma e/ou nicleo), bem como a intensidade
(método semi-quantitativo- +, ++, +++).
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RESULTADOS

Os seguintes tipos de tumores encontrados durante a analise histolégica de 52
amostras de pulmao foram: 16 amostras (30,8%) de adenocarcinoma (Ad.), 4 (7,7%)
carcinoma de células grandes (Ca.CG), 7 (13,5%) carcinoma de células pequenas (Ca.CP), e
17 amostras (32,7%) carcinoma escamoso (Ca.E), os subtipos, carcinoma escamoso mal-
diferenciado (Ca.EMD), carcinoma de células pequenas ndo indiferenciado (Ca.CNPI) e
metastase (Me.), apresentaram 1 amostra (1,9%) cada. Uma pequena porcentagem dessas
amostras ndo foi identificada quanto ao tipo de tumor (NI), essas amostras ndo apresentaram
areas significativas do tumor.

Entre as 52 amostras analisadas, 46 foram submetidas & Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) com a utilizacdo dos primers consenso e degenerados MY09/MY11 a fim
de se verificar a presenca de DNA viral. Dessas 46 amostras, 76,09% néo apresentaram DNA
de HPV, enquanto 23,91% apresentaram DNA do virus. Em seguida, as 11 amostras que
apresentaram DNA viral foram submetidas a sequenciamento para identificacdo dos tipos
virais presentes. Os tipos de HPV encontrados foram os HPV-16 (6 amostras, 54,55%) e
HPV-18 (3 amostras, 27,27%).
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- Gréfico 02: Porcentagen dos tipos de HPV encontrados nas 11 amostras sequenciadas.

Posteriormente doze amostras foram submetidas & imunohistoquimica (IHQ) para
avaliacdo da expressdo das metaloproteinases de matriz-2 (MMP-2) e -9 (MMP-9). Elegeu-se
a imunohistoquimica, como método de investigacao, pela facilidade da utilizacdo dos tecidos
emblocados em parafina, o que facilita a obtencdo da amostra. As amostras submetidas a
imunohistoquimica foram selecionadas devido a disponibilidade de material histoldgico e
foram excluidas as amostras que ndo foram identificadas quanto ao subtipo histoldgico de
tumor.

Das 12 amostras, 18,18% foram classificados como ndo-reativas (ndo houve
expressao), 18,18% apresentaram o ndcleo reativo para a MMP-2(+) e 45,45% citoplasma
reativo também para a MMP-2(++). Foi detectada uma pequena expressdo citoplasmatica (+/-
) e (+) de MMP-9 em 18,18% das amostras, percentual correspondente as duas amostras de
adenocarcinoma.

DISCUSSAO
Estudos realizados na Italia e Reino Unido obtiveram 0% na prevaléncia de DNA de
HPV em canceres de pulmédo (KOSHIOL J, et al. 2010; GALVAN A, et al. 2012). Todavia,
os realizados nas Américas do Norte, do Sul e Central; Asia, apresentaram variagdes entre
4,6% a 21,9% biopsias de pulméo®®.
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O presente estudo avaliou 52 amostras de cancer de pulméo sendo 23,9% portadoras
de DNA de HPV, se aproximando da prevaléncia encontrada em outras pesquisas realizadas
anteriormente nas regides das Ameéricas do Norte, Sul e Central.

A grande variabilidade na prevaléncia do DNA do HPV nos tipos de cancer estudados
poderia ser explicada pelas diferencas na localizacdo geogréafica, pequeno nimero de casos
incluidos nos artigos originais, comportamento sexual dos participantes, predisposi¢do
genética, tipo tumoral, além da possibilidade de contaminagéo®.

Os tipos de HPV encontrados através do sequenciamento foram os HPV de alto-risco
16 e 18. Estudos também evidenciaram que os tipos mais frequentes de HPV em canceres
ndo-anogenitais s&o os -16 e 18 1019,

Das 12 amostras submetidas a imunohistoquimica, 18,18% foram classificados como
ndo-reativas (ndo houve expressao), 18,18% apresentaram o nucleo reativo para a MMP-2(+)
e 45,45% citoplasma reativo também para a MMP-2(++). Foi detectada uma pequena
expressdo citoplasmatica (+/-) e (+) de MMP-9 em 18,18% das amostras, percentual
correspondente as duas amostras de adenocarcinoma.

Conforme os estudos apontam, o padrdo tissular de expressdao imunohistoquimica de
MMP varia com a funcdo do seu substrato, tipo de cancer e perfil clinico do paciente™”,
sendo compreensivel a variagdo encontrada no presente trabalho.

Os achados da imunohistoquimica (IHQ) evidenciam a presenca das metaloproteinases
de matriz-2 e -9 nas lesdes pulmonares e da oncoproteina E6 do HPV-16 e 18. Entretanto,
ainda ndo foi possivel estabelecer uma correlacdo estatistica. O atual projeto teve dificuldade
com a aquisicdo de amostras e, consequentemente com o fechamento da sua casuistica.

CONCLUSOES

A associacdo entre 0 uso de tabaco e a carcinogénese atribuida ao HPV nédo péde
ser comprovada devido ao numero restrito de amostras, mas em trabalhos futuros uma
investigacdo com um nimero maior de casos poderia elucidar esse ponto.

Os achados da imunohistoquimica (IHQ) evidenciaram a presenca das
metaloproteinases -2 e -9 nas lesGes pulmonares, entretanto, uma associacao
estatisticamente valida com a oncoproteina E6 do HPV ndo possivel ser estabelecida.

A literatura tem demonstrado que pacientes com neoplasias positivas para 0 DNA
do HPV em pulmao, detectados pela técnica de PCR apresentam desfechos distintos
guando comparados com aqueles 0s casos negativos para 0 virus, 0S quais apresentam
resultados mais favoraveis, com uma maior taxa de sobrevida. Esses argumentos
corroboram com incentivos a futuras pesquisas de caracterizacdo de perfil clinico de
pacientes com neoplasias pulmonares-HPV-positivos, visando constatar se ha diferenca
significativa quando comparados com pacientes negativos para 0 HPV em portadores de
canceres de pulmao, visando o desenvolvimento de terapias dirigidas.

Portanto, investir em estudos mais amplos com grupos de neoplasia pulmonares
HPV-positivos e utilizando para isso mensuracdo das oncoproteinas virais E6 e E7 e das
metaloproteinases de matrix-2 e -9 ,podera fornecer maiores esclarecimentos sobre o
desfecho clinico e terapéutico, bem como na formagdo de biomarcadores de diagndstico e
prognostico.
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